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FORMULATIONS PHARMACEUTIQUES POUR LA LIBERATION PROLONGEE 
D f INTERFERON S ET LEURS APPLICATIONS THERAPEUTIQUES 

5 La presente invention concerne de nouvelles formulations pharmaceutiques a base 

de suspensions colloidales aqueuses stables et fluides pour la liberation prolongee de 
principes actif s proteinique s, a savoir les interferons ( IEN), ainsi que les applications 
therapeutiques, deces formulations. 

Ces formulations pharmaceutiques actives concement aussi bien la therapeutique 
10 humaine que v6terinaire. * - «• • * 

Les interferons sont des glycoproteines appartenant a la famille des cytokines. Ce sont 
des mediateurs biologiques qui, en se fixant sur des recepteurs membranaires \ dSclenchent 
une reponse cellulaire pl&otropique. II en results une activite antivirale, antiproliferative et 
immunomodulatrice. 

15 Les interferons ont aussi et6 reconnus comme agents anti tumoral ou anticancereux efficaces. 
Par interferon, on dSsigne ici toutes les fo rmes d'interferons , telles que les interferons alpha, 
beta ou gamma. L'IFN peut etre produit par genie genetique . 

Les formulations pharmaceutiques k liberation prolongee d TFN, sont soumises k la 
necessite de reproduire au mieux chez le patient une concentration plasmatique en IFN proche 

20 de la valeur observee chez le sujet sain. 

Cet objectif se heurte a la faible duree de vie des IFN dans le plasma, ce qui oblige de 
maniere tr£s contraignante k les injecter de faqon repetee . La concentration plasmatique en 
proteine therapeutique presente alors un profil « en dents de scie » caracterise par des pics 
eleves de concentration et des minima de concentration tres bas. Les pics de concentration, 

25 tr6s sup&ieurs k la concentration basale chez le sujet sain , ont des effets nocife tres marques 
du fait de la toxicite elevee des IFN. Par ailleurs, les minima de concentration sont inffcrieurs a 
la concentration necessaire pour avoir un effet therapeutique , ce qui entraine une mauvaise 
couverture therapeutique du patient et des effets secondaires graves k long terme. 

Aussi, pour reproduire chez le patient une concentration plasmatique en interferon 

30 proche de la valeur ideale pour le traitement, il importe que la formulation pharmaceutique 
consideree permette de liberer la proteine thera peutique sur une duree prolongee, de fa$on a 
limiter les variations de concentration plasmatique au cours du temps; 

Par ailleurs, cette formulation active doit de preference satisfaire au cahier des 
charges suivant, d6ji connu de lliomme de Tart : 

35 i - liberation prolongee d ! un ou plusieurs interferons actifs et non denatures (non 



WO 2005/051417 



PCT/FR2004/050605 



modifies), de sorte que la concentration plasmatique est maintenue au niveau 
th6rapeutique, 

2 - forme liquide suffisamment fluide pour Stre aisement injectable et sterilisable 

par filtration sur des filtres dont la taille des pores est inferieure ou egale a 0,2 
5 microns, 

3 - forme liquide stable, 

4 - biocompatibilite et biodegradabilite, 

5 — non toxicite, 

6 - non immunogenic te, 

10 7 - excellente tolerance locale. 

Pour tenter d'atteindre ces objectifs, plusieurs approches ont deja ete proposees dans 
Tart anterieur. 

Dans la premiere approche, la proteine therapeutique native est modifiee par greffage 
covalent d'une ou de plusieurs cha&ies de polymere ou encore par greffage covalent d'une 

15 proline telle que l'albumine serique humaine (HSA). La proline ainsi modifiee a une 
moindre affinite pour ses recepteurs et son temps de demi -vie dans la circulation generate 
augmente considerablement. L'amplitude de la variation de concentration entre les pics et les 
creux de concentration plasmatique en proteine est ainsi considerablement reduite. A titre 
d'illustration de cette premiere approche , il convient de noter que la societe Shering Plough 

20 commercialise sous le nom VIRAFERON® PEG un interferon alpha 2b modifi6 
chimiquement par greffage d'une chaine de polyethylene glycol (PEG) de masse 12kD. Cette 
modification chimique se traduit par une augmentation du temps de demi -vie chez le patient 
de 6,8 a 33 heures. Dans le meme temps, la bioactivite de la proteine modifiee est fortement 
reduite. En outre, la modification irreversible de la proteine, qui n'est plus alors une proteine 

25 humaine, peut conduire a long terme a des probl^mes de toxicite et d'immunogenicite. 

Dans une deuxieme approche, il a ete propose d'augmenter la duree d' action grSce k 
des formulations comportant au moins un polymdre et un principe actif, liquides a 
temperature et atmosphere ambiantes, injec tables et devenantplus visqueuses apres injection, 
par exemple sous TefFet d'un changement de pH et/ou de temperature. 

30 Ainsi dans ce registre, le brevet US-B-6 143 314 divulgue une solution organique 
pol5onere a liberation controlee de PA, formant un implant solide aprds injection. Cette 
solution comprend: 

o (A) 10 a 80 % en poids d'un polymere thermoplastique de base, biocompatible, 
biodegradable et insoluble dans Teau ou les fluides physiologiques (par exemple 
35 PolyLactique et/ou PolyGlycolique) ; 
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o (B) un solvant organique, tel que la N -MethylPyrrolidone se dispersant dans les 

fluides physiologiques ; 
o (C) un principe actif (PA) ; 

o (D) et enfin 1 a 50 % en poids d'un agent de liberation controlee constitue par un 
5 copolymere bloc de type PolyLactiqueG lycolique / PolyEthyleneGlycol. 

Apres injection, (B) se disperse pu se dissipe dans les fluides physiologiques. (A) forme un 
implant encapsulant (Q qui n'est pas lie de fo?on covalente ni a (A) ni a (D) et qui se libere 
alors lentement in vivo. fc : ■' ■ 

Le principal inconvenient de cette technique est d'utBLiser un solvant organique (B), 
10 potentiellement denaturant pour le PA (C> (e;g. proteines therapeutiques) et toxique pour le 
'patient. En outre, Fhydrolyse in vivo du polyinSre (A) gen£re un acide qui peut conduir e a des 
prbblemes de tolerance locale. > - 

Les demandes PCT WO-A-99/18142 etWO -A-00/18821 concernent des solutions 
aqueuses de polymeres qui contienrient un PA sous forme dissoute ou colloidale, qui.sont 
15 administrables a des animaux k sang chaud, notamment par injection et qui forment un depot 
de PA (e.g insuline) gelifie in vivo, car la temperature physiologique est superieure a leur 
temperature de gelification. Le gel ainsi forme libere le PA de fa$on prolong^e. Ces 
polymeres biodSgradables particuliers s ont des triblocs ABA ou BAB avec A = polylactique - 
coglycolique (PLAGA) ou polylactique (PLA) et B = PolyEthyleneGlycol. Les temperatures 
20 de transformation liquide/gel de ces polymdres triblocs sont par exemple de 36, 34,, 30 et 
26 °C. A Tinstar des polymdres (A) selon TUS-i3-6 143 314, Uhydrolyse de ces polymdres 
triblocs ABA ou BAB in vivo conduit a des acides qui peuvent ne pas Stre correctement 
toleres localement. 

La demande PCT WO-A-98/11874 decrit des formulations pharmaceutiques 
25 comprenant un principe actif lipophile, un polymere gelifiant (Gelrite ® = gomme gellane 
desacetylee ou ethylhydroxycellulose) et un surfactant. L'interaction polymere/surfactant et 
eventuellement la seule presence ^electrolytes tels que des ions Ca en concentration 
physiologique s'agissant du polymdre Gelrite ®, conduit k la formation d f un gel constitue par 
un agregat polymere/surfactant, auquel se lie de fo$on non covalente le principe actif 
30 lipophile. Cette formulation est destinee k une administration locale dans un o rgane cible (ceil 
e.g.). L'association agregat/principe actif qui se forme in situ permet la liberation lente du 
principe actif dans Torgane cible. 

Une troisidme approche mise en ceuvre pour tenter de prolonger la duree d'action 
d'une proteine tout en cons ervant sa bioactivite, fut d' utiliser une proteine therapeutique non 
35 denaturee et de Pincorporer dans des microspheres ou des implants k base de polymeres 
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biocompatibles. Cette approche est notamment illustree par Ie brevet US-B-6 500 448 et la 
demande US-A-2003/0133980 qui decrivent une composition k liberation prolongee 
d'hormone de croissance humain e (hGH) dans laquelle, laproteine hormonale, prealablement 
stabilisee par complexation avec un metal, est ensuite dispersee dans une matrice polymdre 
5 biocompatible. Le polymere biocompatible est par exemple un poly(lactide), un 
poly(glycolide) ou un copolymdre poly(lactide -co-glycolide). La composition se presente par 
exemple sous la forme d'une suspension de microspheres dans une solution de 
carboxymethylcellulose de sodium. Cette approche presente plusieurs inconvenients : tout 
d'abord, au cours du procede de fabrication des microspheres, la proteine est mise au contact 
10 de solvants organiques potentiellement denaturants. En outre, les microspheres sont d'un e 
taiUe elevee (1 a 1000 microns), ce qui constitue une contrainte en termes d'injection et de 
sterilisation aisee sur filtres. Enfin, des probtemes de tolerance locale peuvent survenir lors de 
Thydrolyse in situ du polymere. 

Selon une quatrieme approch e, ont ete developpees des formes k liberation prolongee 
15 de proteine therapeutique (notamment d'interleukines) constituees par des suspensions 
liquides de nanoparticules chargees en proteines. Ces dernieres ont permis radministration de 
la proteine native dans une formulation liquide de faible viscosite. 

Selon une premiere voie de liberation prolongee, la suspension nanoparticulaire de 
liberation prolongee est constitu6e par des suspensions de liposomes dans lesquelles la 
proteine therapeutique native non modifiee est encapsuiee. Apres injection, la proteine est 
liberee progressivement des liposomes , ce qui prolonge le temps de presence de la proteine 
dans la circulation generate. Ainsi par ex emple, Frossen et al, decrivent dans 1'article Cancer 
Res. 43 p 546, 1983 l'encapsulation d'agents anti-neoplastiques dans des liposomes afin d'en 
accroitre I'efficacite therapeutique. La liberation de la drogue est cependant trop rapide pour 
obtenir une reelle liberation prolongee. La societe Liposom e Company Ihc, dans son brevet 
US-B-5 399 331 propose d'ameiiorer le temps de liberation in vitro de 1' interferon 2 en la 
greffant de fafon covalente au liposome. On retombe alors dans les travers de 1 a premiere 
approche "proteine modifiee " evoquee ci dessus. 

Afin de pallier le manque de stabilite des liposomes, tout en gardant les avantages 
d'une formulation nanoparticulaire liquide et de basse viscosite, la societe Flamel 
Technologies a propose une deuxieme voie de liberation prolongee dans laquelle laproteine 
therapeutique est associee a des nanoparticules d'un polymere hydrosoluble "modifie 
hydrophobe", c'est-^-dire modifie par greffage de groupements hydrophobes. Ce polymdre est 
choisi, en particulier, parmi les polyaminoacides (polyglutamates ou polyaspartates) porteurs 
de greffons hydrophobes. 
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Un des interets notable s de ces polymeres modifies hydrophobes est de s'auto 
assembler spontanement dans 1'eau pour former des nanoparticules. 

Un autre interet de ces systdmes est que les proteines ou les peptides therapeutiques 
s'associent spontanement avec les nanoparticules de polymeres modifies hydrophobes, cette 
5 association est non covalente et s'effectue sans avoir recours a un tensioactif ni a un precede 
de transformation potentiellement denaturant H ne s'agit pas d'une encapsulati on de la 
:proteine dans une microsphere, comme divulgue dans le brevet US -B-6 500 448 et la 
demande US -A-2003/01 33980. De fagon totalement differente, ces nanoparticules de 
copolyaminoacides modifies hydrophobes adsorbent spontanement les proteines: en solut ion, 
10 sans les modifier chimiquement ni les denaturer et sans leur faire subir des etapes de 
traitement * agressives du type "mise* en emulsion" et "ev^)oration de; solvant". Les 
fomiulations peuvent etre stockees sous fo 

Apr^s injection, par exemple par voie sous cutanee, ces suspensions de nanoparticules 
chargees en proteines libdrent progressivement la proteine non denaturee et bioa ctive in vivo 
15 De telles associations non covalentes principe actif (PA) prot6inique / poly[Glu] ou poly[Asp] 
sont divulguees dans la demande de brevet WO -A-00/306 18. 

Cette demande decrit notamment des suspensions colloidales de pH 7,4 cpmprenant 
des associations d ! insuline humaine avec des nanoparticules de polyglutamate "modifie 
hydrophobe". Le tableau ci-dessous rend compte des polyaminoacides "modifie es 
20 hydrophobe" mis en oeuvre et des taux d'association obtenus dans les exemples du 
WO-A-00/30618 



EXEMPLE 


POLYMERE 


Taux 
d'association 

(%) 


1 


poly[(Glu-0-Na)o,63bIoc(Glu-0-mefliyle)o37] 


55 


2 


poly[Glu-0-Na) 0 .66-bloc-(Glu-0-6thyle)o34] 


26 


3 


poly(Glu-0-Na) 0 ,65-bloc-(Glu-0-hexad6cyle)o,35] 


36 


4 


poly[(Glu-0-Na) 0 ,88-bloc-(Glu-0-dodecyle)o,i2] 


>90 



Ces suspensions colloidales titrent 1,4 mg/ml d'insuline et 10 mg/ml de 
25 polyaminoacide "modifie hydrophobe". 

H ressort de la figure 1 du WO-A-00/30618 que la duree de liberation in vivo de 
Tinsuline vectorisee par les suspensions susvisees, est de 12 h. Cette duree de liberation 
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gagnerait a etre augmented 

Ainsi, meme si cette demande PCT represente deji un progr£s considerable, son 
contenu technique peut encore Stre optimise au regard du cahier des charges enonce ci -dessus 
et surtout au regard de l'allongement de la duree de liberation in vivo des interferons. 
5 Les demandes de brevet fran9ais non publiees N 05 02 07008 du 07/06/2002, 02 09670 

du 30/07/2002, 03 50190 du 28/05/2003 et 01 50641 du 03/10/2003, concernent de nouveaux 
polyaminoacides amphiphiles, hydrosolubles et comprenant des unites aspartique et/ou des 
unites glutamique, dans lesquels au moins une partie de ces unites sont porteuses de greffbns 
hydrophobes. A Tinstar des polyaminoacides modifies hydrophobes divulgues dans la 
10 demande WO-A-00/30618, ces nouvelles matieres premieres polymdres forment 
spontanement en milieu liquide aqueux des suspensions colloidales de nanoparticules qui 
peuvent etre utilisees pour la liberation prolongee de PA (insuline). Elles sont biocomp atibles, 
biodegradables et les proteines, en particulier les proteines therapeutiques s'adsorbent 
spontanement sur ces nanoparticules sans subir de modification chimique ou de denaturation. 
15 Ces demandes visent aussi de nouvelles compositions pharmaceutiqu es, cosmetiques, 

di&etiques ou phytosanitaires si base de ces polyaminoacides. 

Les polyaminoacides "modifies hydrophobes" amphiphiles selon la demande de brevet 
fran$ais N° 02 07008 comprennent des unites aspartique et/ou des unites glutamique, 
porteuses de greffons hydrophobes comportant au moins un motif alpha -tocopherol, e.g. : 
20 (polyglutamate ou polyaspartate grefie par l'alpha tocopherol d'origine synthetique ou 
naturelle). 

Cette demande non publiee divulgue specifiquement une suspension colloidale qu i 
contient des nanoparticules formees par des associations polymere/proteine active et qui est 
obtenue en melangeant 1 mg d'un polyglutamate greflfe par Talpha -tocopherol et 7 mg 
25 d'insuline dans 1 *ml d'eau, a pH 7,0. 

Les polyaminoacides "modifies hydrophobes" amphiphiles selon la demande de 
brevet frangais N° 02 09670 comprennent des unites aspartique et/ou des unites glutamique, 
porteuses de greffons hydrophobes comportant au moins un motif hydrophobe et relies aux 
unites aspartique et/ou glutamiques par l f intermediaire d f une rotule contenant deux fonctions 
30 amides, et plus precisement via un "espaceur" de type lysine ou ornithine. 

Cette demande non publiee divulgue specifiquement une suspension colloidale qui 
contient des nanoparticules fonnees par des as sociations polymdre/proteine active et qui est 
obtenue en melangeant 10 mg d'un polyglutamate greffe avec de Tacide palmitique via un 
"espaceur" lysine et 200 UI d'insuline (7,4 mg) dans 1 ml d ? eau, 4pH 7,4. 
35 Les polyaminoacides "modifies hydrophobes" amphiphiles selon la demande de brevet 
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fran$ais N° 03 50190 comprennent des unites aspartique et/ou des unites glutamique, dont 
certaines sont porteuses d'au moins un grefibn relie k une unite aspartique ou glutamique, par 
rintermediaire d'un "espaceur" "acide amine" a base de Leu, et/ou ILeu, et/ou Val, et/ou Phe, 
un groupement hydrophobe en C6 -C30 etant relie par une liaison ester a Tespaceur". 
5 Cette demande non publiee divulgue specifiquement une suspension colloidale qui 

contient des nanoparticules formees par des associations polymdre/proteine active et qui est 
**• obtenue en melangeani iifte solution aqueuse contenant 10 mg d'un polyglutamate greffe avec 
un ^ffoh ~Ixu-OG8; -Val-OC12 ou -Val^holesteryle et 200 UI d'insuline (7,4 mg), par 
millilitre d'eau, apH 7,4. 

10 La demande de brevet firangais N°01 50641 divulgue des homopolyaminoacides 

J liheaifesi ampMphil&^- ; ^bniques, comprenant des unites aspartiques ou; des unites 

glutamiqties et dont les extr6mites sont porteuses de groupements hydrophobes comportant de 

8 a 30 atomes de carbone . 

En particulier, les homopolyaminoacides t616cheliques "modifies hydrophobes" sont 
15 par exemple un poly[GluONa] a extremites PheOC18/C18 ou un poly[GluONa] a extremites 

PheOC18/alpha-tocopheroL Cette demande non publiee dScrit egalement une suspension 

colloidale qui contient des nanoparticules formees par des associations polymere/protSine 

active et qui est obtenue en m61angeant 10 mg de Tun des polym&res susvises et 200 UI 

d'insuline (7,4 mg) par millilitre d'eau, h pH 7,4. 
20 La duree de liberation in vivo de Tinsuline "vectorisee" par les suspensions selon ces 

demandes non publiees, gagnerait a etre augmentee. 

En tout etat de cause, tout cet art ant&ieur sur les suspensions colloidales de 

nanoparticules de polyaminoacides modifies hydrophobes, ne revile pas de formulation 

permettant : 

25 (I) d'accroitre sufBsamment la duree de liberation de la proteine active apres 

injection par voie parenterale, en particulier sous cutanee ; 
(II) et/ou de reduire le pic de concentration plasmatique de la proteine active apres 
injection de la formulation la contenant - 
Dans ces conditions, Tun des objectifs essentiels de la presente invention est done de 
30 proposer une formulation pharmaceutique liquide pour la liberation prolongee d f IFN(s) 
actif(s), rem&iiant aux carences de Tart anterieur, et en particulier permettant apres injection 
par voie parenterale (e.g. sous cutanee), d'obtenir une duree de liberation in vivo prolongee 
pour des interferons non denatures. 

Un autre objectif essentiel de Tinvention est de proposer une formulation 
35 pharmaceutique liquide a liberation prolongee d ! interferon(s) in vivo, qui soit suffisamment 
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fluide pour etre aisement injectable et ster ilisable par filtration sur des filtres dont la taille des 
pores est inferieure ou egale k 0,2 microns. 

Un autre objectif essentiel de Tinvention est de proposer une formulation 
pharmaceutique liquide a liberation prolongee d'interferon^) in vivo, qui soit stable a la 
5 conservation tant sur le plan physico -chimique que biologique. 

Un autre objectif essentiel de Tinvention est de proposer une formulation 
pharmaceutique liquide a liberation prolongee d f interferon(s) in vivo, qui presente au moins 
Tune des proprietes suivantes: biocompatible, biodegradabilite, atoxicite, bonne tolerance 
locale. 

10 Un autre objectif essentiel de l'invention est de proposer une formulation 

pharmaceutique pour la liberation prolongee lente d f interferon(s) in vivo, cette formulation 
etant une suspension colloTdale aqueuse de basse viscosite comprenant des particules 
submicroniques de polymere PO auto -associees a au moins un interf6ron(s), le polymdre PO 
etant un polymere biodegradable, hydrosoluble et porteur de groupements hydropho bes. 

15 Un autre objectif essentiel de l'invention est de proposer une formulation 

pharmaceutique de liberation prolongee lente d f interferon(s) in vivo, cette formulation etant 
une suspension colloidale aqueuse de basse viscosity comprenant des particules 
submicroniques de polymere PO auto -associees a au moins un interferon, le polymere PO 
etant, par exemple, un polyaminoacide form6 par des unites aspartiques et/ou des unites 

20 glutamiques, au moins une partie de ces unites etant porteuses de greff ons comportant au 
moins un groupement hydrophobe (GH), PO etant en outre biodegradable, hydrosoluble, et 
amphiphile. 

Un autre objectif essentiel de l'invention est de proposer des produits derives et/ou 
des precurseurs de la formulation visee dans les ob jectifs sus enonces. 

25 II est en particulier du merite de la Demanderesse d'avoir mis au point des 

formulations pharmaceutiques liquides aqueuses de basse viscosite a temperature 
physiologique, qui, de fagon surprenante, forment un d6pot gelifie in vivo apres 
administration parenterale ais6e chez Thomme ou les mammiferes a sang chaud, la formation 
de ce d6pot n'etant pas declenchee par un changement de pH ni de temperature lors de 

30 Finjection parenterale, ni encore par la dispersion de solvant organique dans le milieu 
physiologique. Le depot gelifie ainsi forme augmente de fa?on significative la duree de 
liberation in vivo de TIFN . 

D'oii il s'ensuit que Tinvention concerne une formulation pharmaceutique liquide pour 
la liberation prolongee d , interferon(s), cette formulation comprenant une suspension 

35 colloidale, aqueuse, de basse viscosite, base de particules submicroniq ues de polymere (PO) 
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biodegradable, hydrosoluble et porteur de groupements hydrophobes (GH), lesdites particules 
Stant associees de fa?on non covalente avec au moins un interferon et 6ventuellement avec au 
moins un autre principe actif (PA), 
caracterisee : 

5 ♦ en ce que le milieu dispersif de la suspension est essentiellement constitue par de 
l'eau, 

♦* J en ce qu'elle est apte a etre injectee par voie parenterale et A former ensuite in vivo un 
dep6t gSlifie* cette formation de depot g61ifie : 

o etant, d*une part, au moins en partie provoquee par au moins une proteine 
10 physiologique present© in vivo, 

o et permettaht, d'autre part, de prolonger et de controler la duree de liberation du PA 
•>." iit vivo,« au-del& de' 24 h aprds I'administration, .^v 

♦ en ce qu'elle est liquide dans les conditions d'injection, 

♦ et en ce qu'elle est egalement liquide a la temperature et/ou au pH physiologiques , 
15 et/ou en presence : 

* d'electrolyte physiologique en concentration physiologique , 

* et/ou d'au moins un tensioactif. 

Avantageusement, cette g61ification in vivo ne r6sulte pas d'un changement de pH 
et/ou de temperature, ni d'une dispersion in vivo d f un ou plusieurs solvants organiques 
20 eventuellement contenus dans la formulation injectee. 

Sans vouloir'etre lie par la theorie, on peut penser que les proteines physiologiques 
presentes in vivo dans des concentrations physiologiques, permettent l'agregation des 
nanoparticules de PO associees k au moins un interferon . Une telle gelification s f op£re, par 
exemple, en une ou plusieurs heures, 24 h, 48 h ou 72 h, entre autres. 
25 Le depot gelifie obtenu apres injection parenterale de la formulation permet un e 

- prolongation interessante de la duree de liberation de la proteine ainsi qu'une reduction du pic 
de concentration plasmatique d'interferon(s). 

Conformement i une forme optimisee de Tinvention, La concentration en [PO] est 
telle qu'elle forme un depot g elifie in vivo, apr&s injection parenterale. 
30 Selon un mode de definition , qui n'est plus base sur un comportement in vivo comme 

ci-dessus indique, mais sur un comportement in vitro, Pinvention conceme une formulation 
pharmaceutique liquide pour la liberation prolongee de principe(s) actif(s) -PA-, cette 
formulation : 

o etant liquide en atmosphere ambiante , 
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o etant egalement liquide k la temperature et/ou au pH physiologiques et/ou en 
presence: 

* d'electrolyte physiologique en concentration physiologique , 

* et/ou d'au moins un tensioactif , 

5 o et comprenant une suspension colloidale, aqueuse, de basse viscosite, a base de 

particules submicroniques de polymdre PO biodegradable, hydrosoluble et porteur 
de groupements hydrophobes GH, lesdites particules etant asso ciees de fagon non 
covalente avec au moins un interferon (et eventuellement au moins un autre 
principe actif) et le milieu dispersif de la suspension etant essentiellement constitue 
10 pardeFeau, 

caracterisee en ce que sa concentration en [PO] est fixee a une valeur suffisamment elevee 
pour permettre la formation de depot gelifte in vitro, apres injection parenterale, en presence 
d'au moins une proteine . 

De preference, la formulation pharmaceutique liquide selon Tinvention est caracterisee 
15 en ce que sa concentration en [PO] est telle que : 

■ [PO] > 0,9.C1, 

■ de preference 20.C1 > [PO] > CI, 

■ et mieux encore 10.C1 > [PO] > CI 

avec CI representant la concentration de M gelification induite" des particules de PO telle que 
20 mesuree dans un test GL 

Le depot gelifie obtenu apr^s injection parenterale de la formulation permet une 
prolongation int6ressante de la duree de liberation de la proteine ainsi qu'une reduction du pic 
de concentration plasmatique d'inter feron(s). 

La duree de liberation du PA est significativement augmentee par rapport k celle des 
25 formulations de Tart anterieur, en particu lier celles decrites dans la demande de brevet PCT 
publiee WO-A-00/30618 et les demandes de brevet fran$ais non publiees N 08 02 07008, 
02 09670, 03 50190 et 01 50641. 

La prolongation de la duree de liberation in vivo induite par les formulations selon 
rinvention, est d'autant plus appreciable que les interferons liberes sont toujours pleinement 
30 bioactifs et non denature s. 

Les interferons au sens du present expose sont indifferemment des inter ferons non 
modifies ou des interferons modifies, par exemple par greffage d'un ou de plusieurs 
groupements polyoxyethylen iques. Parmi les proteines de la famille des inter ferons, on peut 
citer: IFN alpha, IFN beta et IFN gamma. 
35 Dans tout le present expose, les arrangements supramoleculaires polymere PO associe 
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ou non a au moins un interferon et, eventuellement a au moins un autre principe actif , seront 
indifferemment d&ignes par "particules submicroniques" ou "nanoparticules". Cela 
correspond a des particules de diametre hydrodynamique moyen (mesure selon un mode 
operatoire Md defini infra dans les exemples) e.g. compris en tre 1 et 500 nm, de preference 
5 entre 5 et 250 nm. 

En outre, il est tout a fait important de noter que ces formulations sont liquides, 
c'estra-dire presentent avantagetisement une viscosite tres faible, qui rend leur injection aisee. 
EUesnegelifientqu'invivo. ? . 

Suivant l'invention, les qualificatifs "liquide", "basse" ou "tres faible viscosite" 
10 correspondent, avantageusement, a une viscosite dynamique a 20 °Q inferieure ou egale a 5 
Pa.s. La mesure de reference pour la viscosite peut etre realisee, par. exemple, a 20 °C a l'aide 
d f un rheom&re AR1000 (TA Instruments) eqiiipe d'une g6om6trie cone -plan (4 cm, 2°). La 
viscosite v est mesuree pour un gradient de cisaillement de 10 s _1 . 

Ainsi, la viscosity des formulations selon Tinvention peut etre, par exemp le, comprise entre 
15 1.10" 3 et 5 Pa.s, de preference entre 1.10 3 et 0,8 Pa.s et, plus preferentiellement encore, entre 
1.10 3 et0,5Pa.s. 

Cette faible viscosite rend les formulations de Tinvention non seulement aisement injectables 
par voie parenterale, en particulier par voie intramusculaire ou sous -cutanee, entre autres, 
mais aussi sterilisables aisement et & moindre cout par filtration sur des filtres de sterilisation 
20 de 0,2 ^im de taille de pores. 

Cet etat liquide ou cette faible viscosite des formulat ions de l'invention existe aussi bien a des 
temperatures d'injection correspondant a des temperatures ambiantes, par exemple comprises 
entre 4 et 30 °C, qu'a la temperature physiologique. 

La formulation selon l'invention est, de preference, une suspensio n colloidale aqueuse 
25 de nanoparticiiles associees a un ou plusieurs interferons et eventuellement vm ou plusieurs 
autres PA. Cela signifie que, conformement a Tinvention, le milieu dispersif de cette 
suspension est essentiellement forme par de Teau. En pr atique, cette eau represente, par 
exemple, au moins 50 % en poids par rapport a la masse totale de la formulation. 

Au sens de l'invention, le terme "proteine" designe aussi bien une proteine qu'un 
30 peptide. Cette proteine ou ce peptide pouvant etre modifie ou non, par exemple, par greffage 
d'un ou de plusieurs groupement s polyoxyethyleniques . 

Par "proteines physiologiques", on entend, au sens de l'invention, les proteines et/ou 
les peptides endogenes des mammif&res a sang chaud presents sur le site d'injection. 

Par "temperature physiologique", on entend au sens de l'invention, la temperature 
35 physiologique des mammiferes a sang chaud, a savoir par exemple environ 37 -42 °C. 
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Par "pH physiologique", on entend, au sens de l'invention, un pH par exemple 
compris entre 6 et 7,6. 

Par "gel", on entend, au sens de l'invention, un etat semi -solide dans lequel se 
transforme la formulation liquide selon Tinvention, et ce spontanement par la seule presence 
5 de proteine(s) physiologique(s), sans intervention essentielle du pH physiologique et/ou de la 
temperature physiologique et/ou de la presence d f un electrolyte physiologique (Ca ++ e.g.) 
et/ou de la dispersion (ou dissipation) in vivo d'un solvant organique eventuellement present 
dans la formulation injectee. 

Par "electrolyte physiologique", on entend, au sens de l'invention, tout element 
10 Electrolyte (par exemple des ions Ca* 4 ) present chez les mammiferes & sang chaud 

Par "concentration physiologique", on entend, au sens de l'invention, toute 
concentration physiologique rencontree chez les mammiferes a sang chaud, pour le milieu 
physiologique considers 

En outre, les formulations selon l'invention sont non toxiques, bien toleree s 
1 5 localement et stables, 

II est egalement du merite des inventeurs d'avoir mis au point un test in vitro GI 
permettant de selectionner une population des formulations preferees selon l'invention et de 
determiner les concentrations idoines en PO dans les f ormulations. 

Conformement a l'invention, le test GI de mesure de la concentration de gelification 
20 CI, est un test de reference permettant de definir la concentration critique CI, denommSe ci - 
aprSs concentration de gelification induite CI, qui caraeterise chaque formulation colloidale 
selon Pinvention. 

Le test GI de determination de la concentration CI de gelification induite est le suivant : 

Afin de determiner la concentration CI, on prepare des formulations colloidales de 
25 concentrations variables en polymdre amphiphile selon Pinvention et de concentration 
constante en proteine therapeutique. A cette fin on met en solution dans de Peau de -ionisee 
des quantites croissantes de poudre seche du polym^re. Les solutions sont maintenues a 25 °C 
sous agitation magnetique durant 16 heures avant d'etre melangees avec une solution 
concentree en proteine therapeutique. Le volume et la concentration de cette solution de 
30 proteine therapeutique sont ajustes afin d'obtenir la concentration en proteine recherchee pour 
la formulation [par exemple 0, 3 mg/ml d' interferon alpha 2b ]. 

Les formulations colloidales ainsi preparees sont melangees a ime solution aqueuse 
d'albumine de serum bovin (BSA) concentree a 30 mg/ml, puis centrifugees pe ndant 
15 minutes k 3 000 t/min. Les melanges sont laissSs sous agitation douce pendant 24 h avant 
d'etre rScuperes pour etre caracteris6s. 
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Les mesures de viscoelasticite sont effectuees sur un rheometre TA instrument s 
AR 1000, equq>e d'une geometrie cone -plan (diam£tre 4cm et angle 1,59). Une deformation 
de 0,01 rad, situee dans le domaine de viscoelasticite lineaire, est imposee de maniere 
sinusoidale sur une gamme de frequence comprise entre 0 ,1 et 300 rad/s. La temperature de 
5 Fechantillon est maintenue constants a 20°C par le biais d'une cellule Peltier. 

Les spectres en frequence du module elastique G' et du module visqueux ou de perte, 
G"/permettent de defiriir te temps He relaxation catebteristique Tr defirii ici comme Finverse 
de la frequence a laquelle le module "elastique G' croise le module Visqueux G" , On trouvera 
im expose detaille de ces questions dans Poiivrage Ferry , Viscoelastic Properties of Polymers , 
10 J.t>.Ferry, J.Wiley, NY, 1980 et dans l'article de J. REGALADO et at. Macromolecules 1999, 
32, 8580. : *r<<'- ' \ -•y;-?^^' ' ; v •■' ■ - ■ -.:<:~J: ■ - • " 

- Lamesiire du temps lie relaxatibn Tr en fonction de Ik concentration eri pol^ere de la 

formulation permet de de finir la concentration CI a laquelle ce terras Tr excede 1 seconde. 
Des exemples de valeurs de la concentration de gelification CI seront donnes dans 
15 l'exemple 7 ci apres. 

De la meme fa$on, on i>eut definir les concentrations C0,1 et C10 pour lesquelles le 
temps de relaxation depasse respectivement 0,1 s et 10 s. Ces concentrations se classent dans 
Tordre croissant suivant : C0,1 < CI < C10. 

Suivant une variante de la formulation selon Tinvention : 

20 > [PO] > C0,1, 

> de preference [PO] > CI, 

> et plus preferentiellement encore [PO] > CIO. 
Suivant une caract^ristique additionnelle avantageuse : [PO] < 20.C1 
Au sens de l'invention et dans tout le present expo se, les termes "association" ou 

"associer" employes pour qualifier les relations entre un ou plusieurs principes actifs et les 
polymeres PO (par exemple les polyaminoacides), signifient en particulier que le ou les 
principes actifs sont lies au(x) polym£re (s) PO [par exemple le (ou les) polyaminoacide(s)] 
par une liaison non covalente, par exemple par interaction electrostatique et/ou hydrophobe 
et/ou Uaison hydrogene et/ou gSne sterique. 

Les polymeres PO selon ^invention sont des polymeres biod egradables, hydrosolubles 
et porteurs de groupements hydrophobes GH. Les groupements hydrophobes peuvent etre en 
nombre reduit vis k vis du reste de la chaine et peuvent se situer lateralement a la chaine ou 
intercales dans la chaine, et etre repartis de fa^on aleatoire (copolymere statistique) ou repartis 
sous forme de s6quences ou de greffons (copolymfires blocs ou copolym&res s6quenc6s). 
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Sans vouloir se limiter les polymeres PO modifies hydrophobes peuvent etre choisis 
dans le groupe comprenant les copol yaminoacides amphiphiles, les polysaccharides -de 
preference dans le sous -groupe comprenant les pullulanes et/ou les chitosans et/ou les 
mucopolysaccharides-, les gelatines ou leurs melanges. 
5 Selon un mode prefere de realisation de rinvention, PO est ch oisi parmi les 

copolyaminoacides amphiphiles. 

Au sens de Invention et dans tout le present expose, le terme « polyaminoacide » couvre 
aussi bien les oligoaminoacides comprenant de 2 k 20 unites "acide amine" que les 
polyaminoacides comprenant plus de 20 unites "acide amine". 

10 De preference, les polyaminoacides selon la presente invention sont des oligomeres ou 

des homopolymeres comprenant des unites recurrentes acide glutamique ou aspartique ou des 
copolym&res comprenant un melange de ces deux types d'unit es "acide amine". Les unites 
considerees dans ces polymeres sont des acides amines ayant la configuration D ou L ou D/L 
et sont liees par leurs positions alpha ou gamma pour l'unite glutamate ou glutamique et alpha 

15 ou beta pour Punit6 aspartique ou aspart ate. 

Les unites "acide amine" preferees de la charne polyaminoacide principaie sont celles 
ayant la configuration L et une liaison de type alpha. 

Suivant un mode encore plus pr6Kr6 de realisation de l'invention, le polymdre PO est 
un polyaminoacide forme par des unites aspartiques et/ou des unites glutamiques, au moins 

20 une partie de ces unites etant porteuses de greffons comportant au moins un groupement 
hydrophobe GH. Ces polyaminoacides sont notamment du type de ceux decrits dans la 
demandede brevet PCT WO-A-00/30618. 

Selon une premiere possibility, le (ou les) PO de la formulation sont definis par la 
formule generate (I) suivante : 

25 




(I) 

dans laquelle : 

■ R l represente un H, un alkyle lineaire en C2 a C10 ou ramifie en C3 a C10, 
30 benzyle, une unite acide amine terminale ou -R 4 -[GH] ; 
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■ R 2 represente unH,un groupe acyle lineaire en C2 k CIO ou ramifie en C3 k 
CIO, unpyroglutamate ou -R 4 -[GH] ; 

■ R 3 est un H ou une entite cationique, de preference selectionnee dans le 
groupe comprenant : 

- les cations metalliques avantageusement choisis dans le sous -groupe 
comprenant : le sodium, le potassium le calcium, le magnesium, 

- les* cations organiques avantageusement choisis dans le sous -groupe 
comprenant: " .•' \ 

• les cations k base d'amine, 

• les cations a base d'oligoamine, 

• les cations a base de polyamine (la polyethylSneimine etant 
particulierement preferee), 

• les cations a base d'acide(s) amine(s) avantageusement choisis d ans la 
classe comprenant les cations a base de lysine ou d'arginine, 

- ou les polyaminoacides cationiques avantageusement choisis dans le sous - 
groupe comprenant la polylysine ou Toligolysine ; 

* R 4 represente une liaison directe ou un "espaceur" a base de 1 k 4 unites 
acide amine ; 

■ A represente independamment un radical -CH2- (unite aspartique) ou -CH2- 
CH2- (unite glutamique) ; 

■ n/(n+m) est defini comme le taux de greffage molaire et sa valeur est 
suffisamment basse pour que PO mis en solution dans l'eau a p H 7 et a 25 °C, 
forme une suspension colloidale de particules submicroniques de PO, de 
preference n/(n + m) est compris entre 1 a 25 % molaire et mieux encore 
entre 1 et 15 % molaire ; 

■ n + m est defini comme le degrS de polymerisation et varie de 10 a 1000, de 
preference entre 50 et 300 ; 

■ GH represente un groupement hydrophobe. 

Selon une deuxieme possibility le (ou les) PO de la formulation repond k Tune des 
formules generates (II), (HI) et (TV) suivantes : 
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dans lesqueUes : 

■ GH represente un groupement hydrophobe ; 

■ R 30 est un groupement alkyle lin&iire en C2 a C6 ; 

■ R 3 ' est un H ou une entitS cationique, de preference sele ctionnee dans le groupe 
comprenant : 

- les cations metalliques avantageusement choisis dans ie sous -groupe 
comprenant : le sodium, le potassium, le calcium, le magn esium, 

- les cations organiques avantageusement choisis dans le sous -groupe 
comprenant: 

• les cations a base d'amine, 

• les cations a base d'oligoamine, 

• les cations k base de polyamine (la polyethyteneimine 6tant 
particulierement pr&feree), 

• les cations a base d'acide(s) amine(s) avantageusement choisis dans la 
classe comprenant les cations abase de lysine ou d'arg inine, 

- ou les polyaminoacides cationiques avantageusement choisis dans le sous - 
groupe comprenant la polylysine ou Toligolysine, 

■ R 50 est un groupement alkyle, dialcoxy ou diamine en C2 a C6; 
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■ R 4 represents une liaison directe ou un "espaceur" a base de 1 a 4 unites acide 
amine; 

■ A represente independamment un radical -CH2- (unite aspartique) ou -CH2-CH2- 
(unite glutamique) ; 

5 ■ n' + m' ou n"est defini comme le degre de polymerisation et varie de 10 a 1000, de 

preference entre 50 et 300. 
, Avantageusement, les n groupements GH du PO repr6sentent chacun independamment 
les uns des autres un radical monovalent de formule suivante : 




10 

(GH) 

dans laquelle : 

- R 5 represente un methyle(alanine), isopropyle (valine), isobutyle (le ucine), 
secbutyle (isoleucine), benzyle (phenylalanine) ; 

15 - R 6 represente un radical hydrophobe comportant de 6 & 30 atomes de 

carbone; 

- 1 varie de 0 h 6. 

Selon une caracteristique remarquable de Tinvention, tout ou partie des groupements 
hydrophobes R 6 des PO sont choisis de fa§on indfipendante , dans le groupe de radicaux 
20 comportant : 

■ un alcoxy lineaire ou ramifie comportant de 6 a 30 atomes de carbone et 
pouvant comporter au moins un heteroatome (de preference O et/ou N et/ou 
S) el/ou au moins une insaturation, 

« un alcoxy comportant 6 a 30 atomes de carbone et ayant un ou plusieurs 
25 carbocycles anneles et contenant eventuellement au moins une insatu -ration 

et/ou au moins un heteroatome (de preference O et/ou N et/ou S), 

■ un alcoxyaryle ou un aryloxyalkyle de 7 & 30 atomes de carbone et pouvant 
comporter au moins une insaturation et/ou au moins un het^ro -atome (de 
preference O et/ou N et/ou S). 

30 En pratique et sans que cela ne soit limitatif, le radical hydrophobe R 6 du greffon du 

PO est issu d f un precurseur alcoolique choisi dans le groupe comprenant: Toctanol, le 
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dod6canol, le tetradecanol, Phexadecanol, Poctadecanol, l'oleylalcool, le tocopherol ou le 
cholesterol. 

Selon une premidre forme de realisation de rinvention, les chaines principales des 
polyaminoacides sontdes homopolymdres d'alpha -L-glutamate oud'alpha-L-glutamique. 

Selon une deuxidme forme de realisation de 1'invention, les chaines principales des 
polyaminoacides sont des homopolymeres d'alpha -L-aspartate ou d f alpha-L-aspartique. 

Selon une troisieme forme de realisation de rinvention, les chaines principales des 
polyaminoacides sont des copolymdres d'alpha -L-aspartate/alpha-L-glutamate ou d'alpha-L- 
aspartique/alpha-L-glutamique. 

Avantageusement, la distribution des unit&s aspartiques et/ou glutamiques de la chaine 
polyaminoacide principale du PO est telle que le polymere ainsi constitue est soit aleatoire, 
soit de type bloc, soit de type multibloc. 

De preference, le PO mis en oeuvre dans la formulation selon rinvention a une masse 
molaire qui se sitae entre 2 000 et 100 000 g/mole, et de preference entre 5 000 et 40 000 
g/mole. 

Suivant un premier mode pref&re de realisation de la formulation, le radical 
hydrophobe R 6 du grefifbn du PO est issu d f un precurseur alcoolique forme par le tocopherol : 

♦ 1 %< [n/(n+m)]x 100 < 10% 

♦ de preference 3,5 %< [n / (n+m)]x 100 < 7,5 % 

♦ n + m varie de 100 a 400, de preference entre 120 et 300. 

Suivant un deuxidme mode pref§r6 de realisation de la formulation, le radical 
hydrophobe R 6 du greffon du PO est issu d f un precurseur alcoolique forme par le cholesterol : 

♦ 1 %< [n/(n-hn)]xl00 < 10% 

♦ de preference 3,5 %< [n / (n+m)] x 100 < 6,5 % . 

♦ n + m varie de 100 k 400, de preference entre 1 20 et 300. 

Dans ces deux modes preferes de realisation de la formulation de 1'invention, il est 
avantageux que la concentration en polymere [PO] soit comprise entre 15 et 50 mg/ml 

• Selon une variante, le PO de la fonnulation selon rinvention est porteur d'au moins un 
greffon de type polyalkylene -glycol lie a une unite glutamate et/ou aspartate. 

Avantageusement, ce greffon est de type polyalkylene -glycol est de formule (V) 
suivante. 
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(V) 

dans laqueUe : 

- R* 4 represente une liaison directe ou un "espaceur" k base d e 1 a 4 unites acide 
amine ; 

5 - X est un heteroatome choisi dans le groupe comportant Foxygene, l'azote ou 

unsoufre ; 

. .*■"»•» «■ \ . : - / R7 et R* representent ind^endamment un H, un alkyle lineaire en Gl a C4 ; 
r . n m variede 10 a 1000, de preference de 50 a 300; . ^ v 

En pratique, le polyalkyl&neglycol est par exemple un polyethylene glycol. 

10* \ H est souhaitable, conformement k Tinvention, que le pourcentage molaire de greffage 

du^lyaliyldne glycol Varie'de.! a/30%. i ^ ^ ■ 4 - v ^ - 

Les polyaminoacides PO sont en o utre extremement interessants, du fait qu'd un taux 
de greffage ajustabfe, ils se dispersent dans l'eau a pH 7,4 (par exemple avec un tampon 
phosphate) pour dormer des suspensions colloidales. 

15 De plus, les principes actifs que sont les interferons ou d'autres PA choisis parmi les 

• proteines, les peptides ou les petites molecules, peuvent s'associer spontanement a des 
nanoparticules comprenant ces polyaminoacides PO. 

II convient de comprendre que les PO k base de polyaminoacides contiennent des 
fonctions carboxyliques qui sont, soit neutres (forme COOH), soit ionisees (anion COO "), 

20 selon le pH et la composition. Pour cette raison, la solubilite dans une phase aqueuse est 
directement fonction du taux de COOH libres des PO (non greffe par le motif hydrophobe) et 
du pH. En solution aqueuse, le contre -cation peut etre un cation metallique tel que le sodium, 
le calcium ou le magnesium, ou un cation organique tel que la triethanolamine, la 
tris(hydroxymethyl)-aminomethane ou une polyamine tel que la pol yethyteneimine. 

25 Les PO de type polyaminoacides susceptibles d'Stre utilises dans la formulation de 

Pinvention sont, par exemple, obtenus par des methodes connues de Thomme de Tart. Les 
polyaminoacides statistiques peuvent etre obtenus par greffage du gr effon hydrophobe, 
prealablement fonctionnalise par "F espaceur", directement sur le polymere par une reaction 
classique de couplage. Les PO polyaminoacides blocs ou multiblocs peuvent etre obtenus par 

30 polymerisation sequentielle des anhydrides de N -earboxy-aminoacides (NCA) 
correspondants. 

On prepare par exemple un polyaminoacide, homopoiyglutamate, homopolyaspartate 
ou un copolymere glutamate/aspartate, bloc, multibloc ou aleatoire selon des methodes 
classiques. 
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Pour Tobtention de polyaminoacide de type alpha, la technique la plus courante est 
basee sur la polymerisation d'anhydrides de N -carboxy-aminoacides (NCA), decrite , par 
exemple, dans Tarticle "Biopolymers, 1976, 15, 1869 et dans Pouvrage de RR. Kricheldorf 
"alpha-Aminoacid-N-carboxy Anhydride and related Heterocycles" Springer Verlag (1987). 
5 Les derives dWCA sont de preference des derives NCA -O-Me, NCA-O-Et ou NCA-O-Bz 
(Me = Methyl, Et = Ethyle et Bz = Benzyle). Les polymeres sont ensuite hydrolyses dans des 
conditions appropriees pour obtenir le polymere sous sa forme acide. Ces methodes sont 
inspirees de la description donnee dans le brevet FR -A-2 801 226 de la demanderesse. Un 
certain nombre de polymeres utilisables selon Tinvention, par exemple, de type poly(alpha -L- 
10 aspartique), poly(alpha-L-glutamique), poly(alpha-D-glutamique) et poly(gamma-L- 
glutamique) de masses variables sont disponibles commercialement. Le polyaspartique de 
type alpha-beta est obtenu par condensation de Facide aspartique (pour obtenir un 
polysuccinimide) suivie d'une hydrolyse basique (cf. Tomida et al. Polymer 1997, 38, 
4733-36). 

15 Le couplage du greffon avec une fonction acide du polymere est realise aisement par 

reaction du polyaminoacide en presence d'un carbodiimide comme agent de couplage et 
optionnellement, un catalyseur tel que le 4 -dimethylaminopyridine et dans un solvant 
appropriS tel que la dim&hylformamide (DMF), la N -methyl pyrrolidone (NMP) ou la 
dimethylsulfoxide (DMSO). Le carbodiimide est par exemple, le dicyclohexylcarbo -diimide 

20 ou le diisopropylcarbodiimide. Le taux de greffage est controle chimiquement par la 
stechiometrie des constituants et r^actifs ou le temps de reaction, Les greffons hydrophobes 
fonctionnalis6s par un "espaceur" sont obtenus par couplage peptidique classique ou par 
condensation directe par catalyse acide. Ces techniques sont bien connues de Thomme de 
l'art. 

25 Pour la synthese de copolymdre bloc ou multibloc, on utilise des derives NCA 

prealablement synthetise s avec le greffon hydrophobe! Par exemple, le derive NCA - 
hydrophobe est copolymerise avec le NCA-OBenzyl puis on enl&ve par hydrolyse 
selectivement les groupements benzyliques. 

La synthase de polyaminoacides PO conduit preferablement k des suspensions 
30 aqueuses de nanoparticules de PO. 

De telles suspensions peuvent etre trans formees en poudres de nanoparticules de PO 
par sechage, de mantere appropriee et connue de Thomme de Tart, comme par exemple : 
chauffage (etuve. . ..), mise sous vide, utilisation de dessiccants, lyophilisation, atomisation. 

Ces nanoparticules de PO, en susp ension ou & l f 6tat pulverulent, forment une mati&re 
35 premiere pour la preparation des formulations selon Tinvention. 
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A ce propos, il peut etre precise que les formulations selon I'invention resultent de 
Tassociation non covalente de nanoparticules k base d'au moins un PO et d'au moins un PA, 
dans un milieu liquide aqueux. 

Pour la preparation, le PO et/ou rinterferon(s) (et/ou 1'eventuel PA supplemental) 
5 peut etre sous forme solide (de preference poudre) et/ou sous forme liquide (de preference 
suspension aqueuse colloidale). 

\ L T association interferon(s)/PQ signifie au sens du« present expose que le (ou les) 
interferons) -est (sont) associ6(s) au(x) polymere(s) PO [e.g. un ou plusieurs 
polyaminoacide(s)] par une ou plusieurs liaisons autre(s) qu'une (ou que des) liaison(s) 
10 chimique(s) covalente(s). . r ; 

Les techniques d'association d'un. ou ; de plusieurs interleukines; aux PO selon 
I'invention, sont decrites notamment dans la demande de brevet WO -ArQO/30618, Elles 
consistent a incorporer au moins un interferon (et un ou plusieurs autres principe(s) actif(s) 
eventuels) dans le milieu liquide contenant des nanopa rticules de PO, de maniere a obtenir 
15 une suspension colloidale de nanoparticules chargees en ou associees avec un ou plusieurs 
interferons (et un ou plusieurs autres principe(s) actif(s) eventuels). 

L'invention a done egalement pour objet un proced^ de preparation de la formulation 
susvisee. 

Selon un premier mode prefere de mise en oeuvre, ce procede est caracterise en ce 
20 qu'il consiste essentiellement : 

♦ k mettre en oeuvre une suspension colloidale de nanoparticules d'au moins un PO, 

♦ £ melanger cette suspension colloidale de nanoparticules de PO avec au moins un 
interferon (et un ou plusieurs autres principe(s) actif(s) eventuels), de preference 
en solution aqueuse, 

25 ♦ k ajouter eventuellement au moins un excipient, 

♦ au besoin a ajuster le pH et/ou Tosmolarit^ et, 

♦ eventuellement a filtrer la suspension ainsi obtenue. 

Avantageusement, Tinterferon (etun ou plusieurs autres principe(s) actif(s) eventuels) 
est sous forme de suspension ou de solution aqueuse pour le melange avec la suspension 
30 colloidale de nanoparticules de PO. 

Selon un second mode de realisation, ce procede est caracterise en ce qu'il consiste 
essentiellement : 

♦ k mettre en oeuvre une poudre d'au moins un polymere PO, 
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♦ a melanger cette poudre avec une suspension ou solution aqueuse d'au moins un 
interferon (et un ou plusieurs autres principe(s) actif(s) eventuels) , de preference 
en solution aqueuse, 

♦ k ajouter eventuellement au moins un excipient, 
5 ♦ au besoin a ajuster le pH et/ou l'osmolarite et, 

♦ eventuellement k filtrer la suspension ainsi obtenue. 

Les formulations ainsi obtenues peuvent egalement §tre mises en sous forme de gels, 
de poudre ou de film par les methodes classiques connues de Fhomme de Tart, telles que la 
concentration par diafiltration ou evaporation, le couchage, Tatomisation ou la lyophilisation, 
10 entre autres. Ces methodes peuvent etre eventuellem ent combinees. 

D f ou il s f ensuit un troisiebme mode de mise en oeuvre du procedes de preparation des 
formulations liquides selon Tinvention, ce troisi&ne mode consistant essentiellement : 

♦ a mettre en oeuvre une poudre issue du sechage de la formulat ion liquide selon 
Tinvention telle que definie ci -dessus, 

15 ♦a melanger cette poudre avec un milieu liquide aqueux, de preference sous 

agitation, 

♦ a ajouter eventuellement au moins un excipient, 

♦ au besoin k ajuster le pH et/ou rosmolarite et, 

♦ Eventuellement a filtrer la suspension ainsi obtenue . 

20 Les excipients susceptibles d'etre rajoutes sont par exemple des antimicrobiens, des 

tampons, des antioxydants, des agents permettant d'ajuster Tisotonicite qui sont connus de 
Thomme de Tart. On pourra par exemple se referer k l'ouvra ge : Injectable Drug 
Development, P.K. Gupta et aL, Interpharm Press, Denver,Colorado 1999. 

La filtration eventuelle de la formulation liquide sur des filtres de porosite egale, par 

25 exemple, a 0,2 pirn, peimet de la steriliser. Elle peut etre ainsi direct ement injectee k un 
patient. 

Tous ces exemples de preparation de formulations liquides selon Tinvention sont 
avantageusement realises en atmosphere et a temperature ambiantes (25 °C e.g.). 

Suivant une disposition interessante de la formulation selon Pinv ention, sa fraction 
30 massique en interleukine(s) non associee(s) aux particules submicroniques [interleukine(s) 
non associee(s)] en % en poids est telle que : 

o [interferon^) non associe (s)] < 1 

o de preference [interferon(s) non associe (s)] < 0,5. 

35 Conformement a Tinvention, Tinterferon prefere est Tinterferon alpha. 
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Selon un autre de ses aspects, 1'invention englobe tout produit derive obtenu h partir 
de la formulation liquide selon l'invention telle que definie supra et comprenant des particules 
submicroniques, formees par des associations non covalentes PO /interferon telles que definies 
5 ci-dessus. 

En pratique, ces produits derives peuvent notamment etre constitues par des poudres, 
j des gels, des implants ou des films, entire autres . . 

En outre, 1'invention vise tout precurseur de la fonnvdation Uquide injectable telle que 
definie supra. 

10 S*agissant toujours de ces produits derives, il doit etre souhgne que ^invention 

concerne egalement un procede de preparation d!une poudre derivee de la formulation telle 
que definie supra, ce proced£ etant caracterise en ce que ladite poudre est obtenue par sechage 
de la formulation telle que definie ci -dessus. 

La formulation selon rinvention est de preferenc e pharmaceutique, sans exclure les 

15 formulations cosmetiques, di&etiques ou phytosanitaires comprenant au moins un PO tel que 
defini ci-dessus et au moins un interferon et eventuellement au moins un autre principe actif. 

Selon rinvention, Teventuel principe actif supplemental autre qu'un interferon, peut 
etre une proteine, une glycoproteine, une proteine liee a une ou plusieurs chaines 
polyalkyteneglycol [de preference PolyEthyl&ieGlycol (PEG) : "proteine -PEGylee"], un 

20 polysaccharide, un liposaccharide, un oligonucleotide, un polynucleotide ou un peptides , v 

Ce principe actif supplementaire peut etre selectionne parmi les hemoglobines, les 
■ cytochromes, les albumines, les interferons, les cytokines, les antigdnes, les anticorps, 
Terythropoietine, Finsuline, les hormones de croissance, les fecteurs Vm et DC, les facteurs 
stimulants de Ph&natopoiese ou leurs melanges . 

25 Selon une variante, ce principe actif supplementaire est une "petite" molecule 

organique hydrophobe, hydrophile ou amphiphile, par exemple les peptides tels que la 
leuprolide ou la cyclosporine ou les petites molecules telles que celles appartraant a la famille 
des anthracyclines, des taxoides ou des camp tothecines et leurs melanges . 

Parmi les qualites primordiales de la formulation selon l f i nvention, figurent son 

30 caractere injectable et sa capacity a former un dep6t sur le site d'injection, in vivo, par 
gelification ou encore par agregation des nanoparticules, en presence de proteines 
physiologiques ou analogues. 

La formulation selon rinvention peut notamment etre injectee par voie parenterale, 
sous-cutanee, intramusculaire, intradermique, intraperitoneale, intracerebrale ou dans une 

35 tumeur. 
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La formulation selon rinvention peut aussi §tre administree par voie orale, nasale, 
vaginale, oculaire ou buccale. 

Avantageusementj la formulation est destin6e k la preparation de medicaments, en 
particulier pour administration parenterale, sous -cutanee, intramusculaire, intradermique, 
5 intraperitoneale, intracerebrale ou dans une tumeur, voire par v oie orale, nasale, vaginale ou 
oculaire. 

Bien que la formulation selon rinvention soit de preference pharmaceutique, cela 
n'exclut pas pour autant les formulations cosmetiques, dietetiques ou phytosanitaires 
comprenant au moins un PO tel que defini ci -dessus et au moins un principe actif 
10 correspondant. 

Selon encore un autre de ses aspects, rinvention vise un procede de preparation de 
medicaments, en particulier pour administration parenterale, sous -cutanee, intramusculaire, 
intradermique, intraperitone ale, intracerebrale ou dans une tumeur, voire par voie orale, 
nasale, vaginale ou oculaire , caracterise en ce qu f il consiste essentiellement k mettre en oeuvre 
15 au moins une formulation sus -definie et/ou tout produit derive et/ou tout precurseur de ladite 
formulation. 

L'invention concerne Sgalement une methode de traitement therapeutique consi stant 
essentiellement k administrer la formulation telle que d£crite dans le present expose, par voie 
parenterale, sous-cutan6e, intramusculaire, intradermique, intrape ritoneale, intracerebrale ou 
20 dans une tumeur, voire par voie orale, nasale, vaginale ou oculaire. 

Suivant une variante particuliere de rinvention, cette methode de traitement 
therapeutique consiste essentiellement k administrer la formulation telle que decrite supra par 
injection parenterale, sous -cutanee, intramusculaire, intradermique, intraperitoneale, 
intracerebrale ou dans une tumeur, de preference de maniere a ce qu'elle forme un depot 

25 gelifie/reticule sur le site d'injection. 

L'invention sera mieux comprise et ses avantages et variantes de mise en oeuvre 
ressortiront bien des exemples qui suivent et qui decrivent la synthase des PO formes pa r des 
polyaminoacides greffes par un groupement hydrophobe, leur transformation en systdme de 
liberation prolongee d'un interferon, a savoir en formulation selon rinvention (suspension 

30 colloidale aqueuse stable) et la demonstration de la capacite d'un tel systeme non seulement 
de s f associer a un interferon, mais surtout k gelifier/reticuler pour liberer de maniere tres 
prolongee in vivo les interferons. 

35 
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DESCRIPTION DES FIGURES 

Figure 1 . Courbes des Concentrations plasmatiques d 3 IFN (picogramme/mL) relev6es chez 
le chien apres injection sous cutanee 

• de la formulation d 1 IFN (A) selon Invention (exemples 9 & 10) : 
5 ( courbe — ■— 

• et de la formulation d 1 IFN (D) temoin hors de Pinvention (exemple 10) : 

(courbe— A— A— 
en fonction du temps T en heures et 4 une dose d ! EFN de 60jig/kg. 

10 ' 
EXEMPLES 

Exemple 1 : Polymere amphiphile PI 

Synthase d f an polyglutamate greffe par l f alpha -tocopherol d f origine synth£tique 

15 On solubilise 5,5 g d'un alpha -L-polygJutamate (de masse equivalente a environ 10 000 Da) 
par rapport a un standard en polyoxyethyldne et obtenu par polymerisation de NCAGluOMe 
suivie d'unehydrolyse comme decrits dans la demande de brevet FR -A-2 801 226) dans 92 ml 
de dimethylformamide (DMF) en chauffant k 40°C pendant 2 heures. Une fois le polymere 
solubilise, on laisse revenir la temperature h 25 °C et on ajoute successivement 1,49 g de D,L - 

20 alpha-tocopherol (> 98 % obtenu de Fluka®) prealablement solubilise dans 6 ml de DMF, 
0,09 g de 4-dimethylaminopyridine prealablement solubilise dans 6 ml de DMF et 0,57 g de 
diisopropylcarbodiimide prealablement solubilise dans 6 ml de DMF. AprSs 8 heures a 25 °C 
sous agitation, le milieu reactionnel est verse dans 800 ml d'eau contenant 15 % de chlorure 
de sodium et d'acide chlorhydrique (pH 2). Le polymdre precipite est ensu ite recupere par 

25 filtration, lave par de Tacide chlorhydrique 0,1 N puis par de Teau. Le polymSre est ensuite 
resolubilise dans 75 ml de DMF puis reprecipite dans de Teau contenant comme 
prec6demment du sel et de Tacide a pH 2. Apres deux lavages a Pe au, on lave plusieurs fois 
par de Tether diisopropylique. Le polymere est ensuite seche a Petuve sous vide a 40 °C. On 
obtient un rendement de Pordre de 85 %. 

30 

Exemple 2 : Polymeres amphiphttes P2 5 P3, P4, P5 et P6 

Ces polymeres sont obtenus de la meme fagon que pour Tobtention du polymere PI. Le 
tableau 1 ci-dessous resume les caracteristiques de ces polymdres. Celles du polym&re PI sont 
donnccs a litre dc comparaison. 
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TABLEAU 1 



Polymere 


Mn 1 g/mol du 
polyglutamate 


- Groupement 
hydrophobe 


% de greffage 
(RMN) 2 


Mn 1 g/mol 
du polymere 


PI 


10000 


alpha-tocopherol 3 


7 


13 900 


P2 


10000 


alpha-tocopherol 3 


4 


14400 


P3 


16900 


alpha-tocopherol 3 


4 


15 200 


P4 


10000 


Cholesterol 


5 


11500 


P5 


16900 


Cholesterol 


5 


12900 


P6 


10000 


n-Dodecanol 


15 


11500 



1 En equivalent polyoxyethytene. 



2 Taux de greffage molaire estime par la RMN du proton. 
5 3 d'origine synthetique 

Exemple 3 : Preparation de 30 ml d'une formulation d'interferon alpha 2b 
(IFN) k base do polymere P6 . 

10 (a) Preparation d'une solution colloidale de polymere amphiphile : 

On introduit dans un flacon 1,5 g de poudre lyophilisee du polyaminoacide amphiphile P6 de 
Pexemple 2 ci-dessus. Cette poudre est dissoute dans 30 ml d'eau sterile pour injection. La 
solution de polymdre est maintenue 16 heures a 35°C sous agitation magnetique. L'osmolarite 
de la solution est ajustee a 275 ± 20 mOsmol a l'aide d'un osmometre Fiske Mark 3, en 

15 introduisant la quantite necessaire d'une solution aqueuse de NaCl 5,13M (30 % pfp). Le pH 
est ajuste si necessaire a pH 7,4 + 0,2 par ajout d'une solution de NaOH IN. La concentration 
en polymere est ajustee k 45 mg/ml par ajout d'une solution aqueuse sterile de NaCl 0,1 5M. 
La solution de polymere est ensuite filtree sur un filtre de taille de pore comprise entre 0,8 et 
0,2 microns, puis stockee a 4 °C. 

20 

(b) Association de la proteine au polymere : 

Dans un flacon en verre, on melange ensuite 26,65 ml de la solution colloidale de polymere 
P6 precedente et 1,85 ml de solution d'IFN (PC GEN ; solution concentree a 2,42 mg/ml). 
L'osmolarite et le pH sont reajustes si necessaire k 300 ± 20 mOsmol et pH 7, 4 + 0,2 par 
25 ajout de soude 0 5 1N et chlorure de sodium 0,9 % sterile. La solution chargee en proteine est 
mise en maturation pendant 5 h a 25°C a Petuve, puis est ensuite filtree sur 0,8 -0,2 microns. 
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On obtient ainsi 30 ml d'une formulation prete a etre injectee contenant 0,15 mg/ml d'IFN et 
40 mg/ml de polymere P6. 

5 Exemple 4: Preparation d'une formulation d'interferon ( JFN) longue action 
selon la presente invention, a base de Tun des polym feres PI h P5. 

La preparation s'effectue commerdans 1'exemple 3 en preparant dans un premier temps une 
solution colloidale de polymere a 1,25 ibis -la concentration finale recherchee, puis en 
melangeant cette solution avec une solution d'interferon concent ree a 2,42 mg/ml. Le volume 
10 de la solution de prot6ine est determine par le choix du rapport de la concentration en 
polymere & la concentration en proteine vise. Comme dans 1'exemple 3, les ajustements de 
concentrations et de pH sont realise s par ajout de solution de NaCl et de soude. 

15 Exemple 5 : Mesure du diametre hydrodynamique moyen des 
nanoparticules de differents polymeres PO selon l'invention . 

Le diametre hydrodynamique moyen des particules de polymere PO selon l'invention est 
mesure selon le Mode op6ratoire Md defini ci-aprfis . 

Les solutions de PO sont preparees a des concentrations de 1 ou 2 mg/ml en milieu NaCl 
20 0,1 5M et laissees sous agitation pendant 24 h. Ces solutions sont ensuite filtrees sur 0, 8- 
0J2 jim, avant de les analyser en diffusion dynamique de la lumiere grace a un appareil de 
type Brookhaven, fonctionnant avec un faisceau laser de longueur d'onde 488 nm et polarise 
verticalement Le diametre hydrodynamique des nanoparticules de polymere PO est calcule a 
partir de la fonction d' autocorrelation du champ electrique par la methode des cumulants, 
25 cqmme decrit dans l'ouvrage « Surfactant Science Series » volume 22, Surfactant Solutions, 
Ed. R. Zana, chap. 3, M. Dekker, 1984. 

On obtient les resultats suivants pour les polymeres PO P2 P3 P4 et P6 de Texemple 2 : 

TABLEAU 2 

30 



Polymdre 


Diamdtre hydrodynamique moyen (nm) 


P2 


60 


P3 


90 


P4 


30 


P6 


15 
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Exemple 6 : Association spontanea d'une proteine aux nanoparticules de 
polymere PO 

5 

Une solution de tampon phosphate a 25 mM est preparee a partir de poudre de NaH 2PO4 
(Sigma ref S-0751) et ajustee avec de la soude IN (SDS ref 3470015) kpH = 7.2. 
Une suspension colloidale de nanoparticules de polymdre PI est pr6paree par dissolution 
pendant une nuit du polymdre lyophilise a 5 mg/ml dans la solution de tampon phosphate 
10 precedente. 

Une solution m£re de BSA (Sigma A -2934) est preparee par dissolution pendant deux heures 

de prot6ine a 10 mg/ml dan s le meme tampon. 

Les solutions meres ainsi que le tampon sont filtrees sur 0,22 \im 

Des melanges sont realises par ajout de volumes predetermines des deux solutions meres et 
15 dilution dans le tampon phosphate de fa$on a avoir an final une gamme d' echanti lions ayant 
une concentration constante en polymere (0 ,1 mg/ml) et des concentrations croissantes de 
prolines (0 k 1 ,8 mg/ml). 

Les Echantillons sont laiss6s 5 heures k associer k 25 °C puis ils sont analyses par 
electrophor&se capillaire dans une methode dite frontale ou il est possible de visualiser 

20 separement la proteine et le complexe proteine - polymere. Pour plus de details sur cette 
technique, on consultera Particle suivant : Gao JY, Dublin PL, Muhoberac BB, Anal. Chem. 
1997, 69, 2945. Les analyses sont realisees sur un appareil Ag ilent G16000A muni d'un 
capillaire a bulle en silice fondue (type Gl 600 -62-232). La hauteur du premier plateau 
correspondant k la proteine libre permet de determiner la concentration en BSA non associee. 

25 L' experience montre que pour des quantites de proteines inferieures a 0,1 g de proteine par g 
de polymdre, la proteine est associee aux nanoparticules de polymdre. 

Exemple 7 : Determination de la concentration de gelification CI pour les 
30 polymfcres PO PI h P4 et P6. 

Le test GI est applique a des formulations d' DFN associes aux polym^res PI a P6 des 
exemples 1 et 2. Les concentrations en proteines de ces formulations sont reportees dans le 
tableau ci dessous. La mesure du temps de relaxation des formulations en pr6s ence de BSA 
(concentration 30 mg/ml) s'effectue selon le mode operatoire du test GL La concentration 
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critique CI, pour laquelle le temps de relaxation excede Is est reportee sur le tableau 3 pour 
1'IFN. 

TABLEAU 3 : 

5 Concentration de gelification indui te pour des formulations d' IFN 



Polymere 


PI 


P2 


P3 


P4 . 


P6 


Concentration 
en IFN 
(mg/ml) 


0,3 


0,15 


0,15 


0,15 


0,3 


Concentration 
CI (mg/ml) 


* 17 , 


>30 


16 


17 


>50 



Exemple 8 : Pharmacocinetique de I' IFN chez le chien a pies injection sous 
10 cutanee d'une formulation d'IFN appartenant a la selection selon 
Pinvention. 

Une formulation (A) d'IFN (concentration 0,3 mg/ml) et de polymere amphiphile PI a la 
concentration de 30 mg/ml est preparee selon le mode operatoire decrit dans Pexemple 4. 
Cette formulation est injectee par voie sous cutanee k des chiens Beagles (n = 3), & la dose de 
15 60 fig/kg). Des preldvements de serum sont effectues aux temp s 1, 5, 11, 24, 36, 48, 72, 96, 
120, 144, 168 et 240 heures. La concentration plasmatique en IFN est mesuree sur ces 
pr61&vements par dosage ELISA (kit immunotech IM 3193). 

On obtient ainsi un profil de concentration plasmatique moyen tel que represente su r la 
figure 1 qui met clairement en Evidence la liberation prolongee de la proteine dans le s6rum 
20 par rapport a une formulation temoin (D) hors invention d' IFN (concentration 0,3 mg/ml)et de 
polymdre amphiphile P6 a la concentration de 40 mg/ml ( cf. tableau 5, exemple 9). Sur un 
plan quantitatif, la prolongation de la liberation de P IFN par les formulations selon 
Pinvention est estimee par la mesure : 

(a) du temps Tmax, mediane du temps pour lequel la concentration plasmatique est 
25 maximale, 

(b) du temps T50, moyenne du temps au bout duquel Paire sous la courbe de 
concentration plasmatique atteint 50% de sa valeur maximale mesuree. 

Dans le cas de cette formulation, les temps Tmax et T50 prennent les valeurs : 
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Tmax = 48 heures , 
T50= 54,2 heures. 

5 Exemple 9 : Pharmacocinetique de PIFN chez le chien apres injection sons 
cutanee de diverses formulations d'IFN a base de polyaminoacides 
amphiphiles. 

Les formulations suivantes sont prSparees selon le mode operatoire decrit dans Pexemple 4. 



TABLEAU 4 



Formulation 


Polymere 


Concentration en 
polymere 
(mg/ml) 


Concentration en 
IFN 
(mg/ml) 


Temps de 
relaxation 
Tr(s) 


A 


PI 


30 


03 


>10 


B 


PI 


10,5 


0,15 


<0,3 


C 


P2 


15 


0,15 


<0,03 


D 


P6 


40 


0,3 


0,4 



La formulation A a une concentration en polymdre supSrieure a la concentration de 
gelification CI mesuree dans Pexemple 6. En d'autres termes, le temps de relaxation, mesurS 

15 dans le test GI est superieur a 1 seconde. Cette formulation A appartient done a la selection 
selon P invention. En revanche, les formulations B, C et D ont des concentrations inferieures & 
leurs concentrations de gelification et n'appartiennent pas a la selection selon Pinvention. 
Ces formulations sont injectees a la dose de 60 \ig/ kg a des chiens Beagles . Des prelevements 
de plasma sont effectufe aux temps 1, 5, 11, 24, 36, 48, 72, 96, 120, 144, 168 et 240 heures. 

20 La concentration plasmatique en IFN est mesurSe comme dans l'exemple precedent . 

k Les temps Tmax et T50 pour les formulations A, B, C et D sont reportes dans le tableau 5 
ci-dessous. 
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TABLEAU 5 



Reference 
formulation 


Tmax (h) 


T50(h) 


A 


48 


54,2 


B 


5 


16,7 


• c • •- 


11 


19,3 


D 


5 


17,3 



Ainsi, la formulation A, qui appartient a la selection selon 1'invention, presehte une duree de 
5 liberation cohsiderablement accrue par rapport aux formulations B* C, et D qui 
n'appartiennent pas a la selection selon l'invention. 

Exemple 10 : Observation de la gelification in vivo des formulations selon 
10 Tinvention apres injection sous -cutanee. 

Le comportement sous cutane des formulations selon Tinvention a ete etudie chez le pore 
domestique. On a proced£ & des injections sous la peau du ventre, a 4 mm de profondeur, de 
six pores domestiques, avec 0,3 ml des formulations suivantes : 

Formulation A : solution aqueuse isotonique a pH 7,3 du polymere P6 de l'exemple 2 
15 concentre a 45 mg/ml . 

Formulation B : solution aqueuse isotonique a pH 7,3 du polymdre PI de Fexempl e 1 
concentre a 20 mg/ml . 

Les sites injects ont €t& pr61eves 72 heures apr^s administration. L'examen histologique 
revele la presence d'un depdt gelififi de polymere pour la formulation B. II se pr6sente sous 
20 forme de plages uniformement colorees. Ce phenomdne n'est en revanche pas observe pour la 
formulation A pour laquelle le polymere est infiltr6 entre les fibres de collagene. 
On peut souligner que la matrice de polymere B est parfaitement biodegradable car le tissu est 
compldtement revenu a son etat n ormal apres 21 jours. 



25 
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REVENDICATIONS 



- 1 - Formulation pharmaceutique liquide pour la liberation prolongee 
d , interferon(s), cette formulation comprenant une suspension colioidale, aqueuse, de basse 
5 viscosite, & base de particules submicroniques de polymere (PO) biodegradable, hydrosoluble 
et porteur de gro upements hydrophobes (GH) 9 lesdites particules etant associees de fa?on non 
covalente avec au moins une interleuktne et eventuellement avec au moins un autre principe 
actif(PA), 
caracterisee : 

10 ♦ en ce que le milieu dispersif de la suspension est essentiellement constitue par de 

Feau, 

♦ en ce qu'elle est apte a Stre injectee par voie parenterale et a former ensuite in vivo un 
depot gelifie, cette formation de dep6t gelifie : 

o etant, d'une part, au moins en partie provoquee par au moins une protei ne 
1 5 physiologique presente in vivo, 

o et permettant, d'autre part, de prolonger et de controler la dur6e de liberation du PA 
in vivo, au-deld de 24 h apr^s radministration, 

♦ en ce qu'elle est liquide dans les conditions d'injection , 

♦ et en ce qu'elle est 6galement liquide a la tertperature et/oa au pH physiologiques , 
20 et/ou en presence : 

* d'electrolyte physiologique en concentration physiologique , 

* et/ou d'au moins un tensioactif. 

- 2 - Formulation selon la revendication 1, caracterisee en ce que sa concentratio n en [PO] 
25 est fixee a une valeur sufSsamment elevee pour permettre la formation de d6p6t gelifie in 

vivo, apres injection parenterale, en presence d'au moins une proteine physiologique. 

- 3 - Formulation pharmaceutique liquide pour la liberation prolonge e d f interferon(s) et, 
eventuellement d ! autre(s) principe(s) actios) -PA-, cette formulation : 

30 o etant liquide en atmosphere ambiante , 

o etant egalement liquide a la temperature et/ou au pH physiologiques et/ou en 
presence: 

* d f electrolyte physiologique en con centration physiologique, 

* et/ou d ! au moins un tensioactif, 
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o et comprenant une suspension colloidale, aqueuse, de basse viscosite, a base de 
particules submicroniques de polym£re PO biodegradable, hydrosoluble et porteur 
de groupements hydrophobes GH, lesdit es particules etant associees de fagon non 
covalente avec au moins un principe actif PA et le milieu dispersif de la suspension 
5 etant essentieUement constitue par de Teau, 

caracterisee en ce que sa concentration en [PO] est fixee a une valeur suffisammen t elevee 
pour permettre la formation de depot g&ifie in vitro, apres injection parenterale, en presence 
d'au moins une proteine . 

10 . -4 - Formulation selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce 
que sa concentration en [PO] est telle que: v , 

■ [PO] > 0,9.01, . 

■ de preference 20.C1 > [PO] > CI, V 
- ■ et mieux encore 10.C1 > [PO] > CI 

15 avec CI representant la concentration de " gelification induite" des particules de PO telle que 
. mesuree dans un test GI. : 

- 5 - Formulation selon Pune qu elconque des revendications pr6c£dentes, caracterisee en ce 
que sa viscosity a 25 °C est inferieure ou egale a 5 Pa.s. 

20 v 

- 6 - Formulation selon Time quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce 
que le polymdre PO est un polyaminoacide for me par des unites aspartiques et/ou des unites 
glutamiques, au moins une partie de ces unites etant porteuses de greffons consonant au 
moins un groupement hydrophobe (GH). w . 

♦ 

- 7 -: . Formulation selon la revendication 6, caracterisee en ce que le (ou les) PO sont dermis 
par la formule generate (I) suivante : 
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dans laquelle : 

■ R l represente un H, un alkyle lineaire en C2 k CIO ou ramifiS en C3 k CIO, 
bemzyle, une unite acide amine terminate ou -R 4 -[GH] ; 

■ R 2 represente un H, un groupe acyle lineaire en C2 a CIO ou ramifie en C3 k 
5 CIO, unpyroglutamate ou -R 4 -[GHJ ; 

■ R 3 est un H ou une entite cationique, de preference selectionnee dans le 
groupe comprenant : 

les cations metalliques avantag eusement choisis dans le sous -groupe 
comprenant : le sodium, le potassium , le calcium, le magnesium, 
10 - les cations organiques avantageusement choisis dans le sous -groupe 

comprenant : 

• les cations a base d'amine, 

• les cations a base d'oligoamine, 

• les cations a base de polyamine (la polyethyldneimine etant 
1 5 particulierement preferee), 

• les cations a base d f acide(s) amine(s) avantageusement choisis dans la 
classe comprenant les cations a base de lysine ou d'arginine, 

ou les polyaminoacides cationiques avantageu sement choisis dans le sous - 
groupe comprenant la polylysine ou Toligolysine ; 
20 ■ R 4 represente une liaison directe ou un "espaceur" k base de 1 a 4 unites 

acide amin6 ; 

■ A represente independamment un radical -CH 2 - (unite aspartique) ou -CH 2 - 
CH 2 - (unite glu tamique) ; 

■ n/(n+m) est d6fini comme le taux de greffage molaire et varie de 0,5 a 100 % 
25 molaire ; 

■ n/(n+m) est defini comme le taux de greffage molaire et sa valeur est 
suffisamment basse pour que PO mis en solution dans Teau k pH 7 et k 25 °C 9 
forme une suspension colloidale de particules submicroniques de PO, de 
preference n/(n + m) est compris entre 1 a 25 % molaire et mieux encore 

30 entre 1 et 15 % molaire; 

■ n + m varie de 10 k 1000 3 de preference entre 50 et 300 ; 

■ GH represente un groupement hydrophobe . 



- 8 - Formulation selon la revendication 6 , caract6ris£e en ce que le (ou les) PO r6pond k 
35 l f une des formules generates (II), (III) et (IV) suivantes : 
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[GH]. 

(ir> 



COOR 3 ' ^COOR 3 ' 

lr 1 i t lr til, m 



L I 

H O 



OH 



COOR 3 " COOR 3 ' 
P. 9 A 



(m) 



.[GH] 

OH HO 



(IV) 



COOR 
H / O 

[GH] 

V 

O H 



H A O 



dans lesquelles : 

■ GH represent© un groupement hydrophobe ; 

10 ■ R 30 est un groupement alkyle lineaire en C2 k C6 ; 

■ R 3 ' est un H ou une entite cationique, de preference select ionnee dans le 
groupe comprenant : 

les cations metalliques avantageusement choisis dans le sous -groupe 
comprenant : le sodium, le potassium, le calcium, le magnesium, 
15 - les cations organiques avantageusement choisis dans le sous -groupe 

comprenant : 

• les cations a base famine, 

• les cations a base d'oligoamine, 

• les cations k base de polyamine (la polyethyleneimine etant 
20 particulierementpreferee), 

• les cations abase d'acide(s) amine(s) avantageusement choisis dans la 
classe comprenant les cations a base de ly sine ou d'arginine, 

- ou les polyaminoacides cationiques avantageusement choisis dans le sous - 
groupe comprenant lapolylysine ou Toligolysine, 
25 ■ R 50 est un groupement alkyle, dialcoxy ou diamine en C2 a C6 ; 



WO 2005/051417 



PCT/FR2004/050605 



36 



■ R 4 represente une liaison directe ou un "espaceur" a base de 1 a 4 unites 
acide amin6 ; 

■ A represente independamment un radical -CH 2 - (unite aspartique) ou -CH 2 - 
CH2- (unite glutamique) ; 

■ n' + m f ou n"est defini comme le degre de polymerisation et varie de 10 a 
1000, de preference entre 50 et 300. 

- 9 - Formulation selon la revendication 7 ou 8, caracterisee en ce que les n groupements 
GH du PO represented chacun independamment les uns des autres un radical monovalent de 
formule suivante : 




(GH) 

dans laquelle : 

- R 5 represente un methyle(alanine), isopropyle (valine), isobutyle (leucine), 
secbutyle (isoleucine), benzyle (phenylalanine) ; 

- R 6 represente un radical hydrophobe comportant de 6 a 30 atomes de carbone 

- 1 varie de 0 a 6. 



- 10 - Formulation selon la revendication 9, caracterisee en ce que tout ou partie des radicaux 
hydrophobes R 6 des PO sont choisis de fa?on ind6pendante dans le groupe de radicaux 
comportant : 

■ un alcoxy lineaire ou ramifie comportant de 6 k 30 atomes de carbon e et 
pouvant comporter au moins un heteroatome (de preference O et/ou N et/ou 
S) et/ou au moins une insaturation, 

■ un alcoxy comportant 6 k 30 atomes de carbone et ayant un ou plusieurs 
carbocycles anneles et contenant 6ventuellement au moins une insatu -ration 
et/ou au moins un heteroatome (de preference O et/ou N et/ou S), 
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■ un alcoxyaryle ou un aryloxyalkyle de 7 a 30 atomes de carbone et pouvant 
comporter au moins une insaturation et/ou au moins un hetero -atome (de 
preference O ef/ou N et/ou S). 

5 - 11 - Formulation selon la revendication 9 ou 10, caracterisee en ce que le radical 
hydrophobe R 6 du greffon du PO est issu d*un precurseur alcoolique choisi dans le groupe 
comprenant: Poctanol, le dodecanol, le tetradecanol, Fhexadecanol, 1'octadecanoL, 
l'oleylalcool, le tocopherol ou le cholesterol. 

10 - 12 - Formulation selon la revendication 6, caracterisee en ce que le PO est constitue d'un 
homopolymere d'alpha-L-glutamate ou d f alpha -L-glutamique. 

- 13 - Formulation selon la revendication 6, caracterisee en ce que le PO est constitue d'un 
homopolymere d'alpha -L-aspartate ou d'alpha -L-aspartique. 

15 

- 14 - Formulation selon la revendication 6, caracterisee en ce que le PO est constitue d'un 
copolymere d f alpha-L-aspartate/alpha-L-glutamate ou d f alpha -L-aspartique/alpha-L- 
glutamique. 

20 - 15 - Formulation selon la revendication 14, caracterisee en ce que dans le PO, la 
distribution des unites aspartiques et/ou glutamiques porteuses de greffons comportant au 
moins un motif GH est telle que le polymere ainsi constitue es t soit aleatoire, soit de type 
bloc, soit de type multibloc. 

25 - 16 - Formulation selon la revendication 1, caracterisee en ce que la masse molaire du PO se 
situe entre 2 000 et 100 000 g/mole, et de preference entre 5 000 et 40 000 g/mole. 

- 17 - Formulation selon la revendication 7, caracterisee en ce que le radical hydrophobe R 6 
du greffon du PO est issu d'un precurseur alcoolique forme par le tocopherol et en ce que : 

30 ♦ 1 %< [n/(n+m)]x 100 < 10% 

♦ de preference 3,5 %< [n / (n+m)]x 100 < 7,5 % 

♦ n + m varie de 1 00 a 400, de preference entre 120 et 300. 

- 18 - Formulation selon la revendication 7, caract6ris6e en ce que le radical hydrophobe R 6 
35 du greffon du PO es t issu dun precurseur alcoolique forme par le cholesterol: 
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♦ 1 % < [n/(n+m)]x 100 < 10 % 

♦ de preference 3,5 %< [n/(n-Hm)] x 100 < 6,5% 

4 n + m varie de 100 a 400, de preference entre 1 20 et 300. 

5 - 19 - Formulation selon la revendication 17 ou 1 8, caracterisee en ce que la concentration en 
polymere [PO] est comprise entre 15 et 50 mg/ml. 

- 20 - Formulation selon Tune quelconque des revendications 1 a 19, caracterisee en ce que 
sa viscosite a 25 °C est inferieure ou egale a 5 Pa.s 

10 

- 21 - Formulation selon l*une quelconque des revendications 1 a 20, caracterisee en ce que 
les polymeres modifies hydrophobes PO sont selectionnes dans le groupe comprenant: les 
polyaminoacides, les polysaccharides — de preference dans le sous -groupe comprenant les 
pullulanes et/ou les chitosans et/ou les muc ©polysaccharides-, les gelatines ou leurs melanges. 

15 

- 22 - Formulation selon Tune quelconque des revendications 1 a 23, caracterisee en ce que 
sa fraction massique en inter feron(s) non associee(s) aux particules submicroniques 
[interferon(s) non associee(s)] en % en poids est telle que : 

o [interferon(s) non associee(s)] < 1 
20 o de preference [interferon(s) non associee(s)] < 0,5. 

- 23 - Formulation selon Tune quelconque des revendications 1 k 22, caracterisee en ce que 
Tinterferon est Tinterferon alpha. 

25 - 24 - Formulation selon Tune quelconque des revendications 1 a 23, caracterisee en ce que 
le (ou les) principe(s) actif(s) supplementaire(s) autre que l f (ou les)interleukine(s) est une 
proteine, une glycoproteins une proteine liee a une ou plusieurs chaines polyalkyleneglycol 
[de preference polyethyleneglycol (PEG) : "proline -PEGylee"], un polysaccharide, un 
liposaccharide, un oligonucleotide, un polynucleotide ou un peptide, ce (ou ces) principe(s) 

30 actif(s) supplementaire(s) 6tant de preference s61ectionne(s) parmi les hemoglobines, les 
cytochromes, les albumines, les interferons, les cytokines, les antigdnes, les anticorps, 
TerythropoYetine, l'insuline, les hormones de croissance, les facteurs VIII et IX, les facteurs 
stimulants de Phematopoiese ou leurs melanges. 
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-25- Formulation selon Tune quelconque des revendications 1 a 24, caracterisee en ce 
quelle est injectable par voie parenterale, sous -cutanee, intramusculaire, intradermique, 
intraperitoneale, intracerebrale ou dans une tumeur. 

- 26 - Formulation selon Tune quelconque des reven dications 1 a 25, caracterisee en ce 
qu f elle est destinee a la preparation de medicaments, en particulier pour administration 
parenterale, sous cutanee, intramusculaire, intradermique, intraperitoneale, intracerebrale ou 
dans une tumeur, voire par voie or ale, nasale, vaginale ou bculaire. 

- 27 - Proc6de de preparation de medicaments, en particulier pour administration parenterale, 
sous -cutanee, intramusculaire, intradermique, intraperitbneale, intracerebrale ou dans une 
tumeur, voire par voie orale, nasal e, vaginale ou oculaire, caracterise en ce qu'il consiste 
essentiellement a mettre en oeuvre au moins une formulation selon Fune quelconque des 
revendications 1 a 26. 

-28- Produit derive caracterise en ce qu'il comprend des particules submicroniques, 
ibrm6es par des associations non covalentes PO/PA telles que definies dans la revendication 1 
et en ce qu'il est obtenu k partir de la formulation selon Tune quelconque des revendications 1 
a 26. 

- 29 - Produit derive selon la revendication 28, caracterise en ce qu'il est constitue par une 
poudre ou par un gel. 

- 30 - Procede de preparation de la formulation selon Tune quelconque des revendications 1 
a 26, caracterise en ce qu ! il consiste essentiellement : 

♦ a mettre en oeuvre une suspension colloidal e de nanoparticules d f au moins un PO, 

♦ k melanger cette suspension colloidale de nanoparticules de PO avec au moins un 
interferon (et un ou plusieurs autres principe(s) actif(s) eyentuels), de preference 
en solution aqueuse , 

♦ £ ajouter eventuellement au moi ns un excipient, 

♦ au besoin a ajuster le pH et/ou rosmolarite et, 

♦ eventuellement & filtrer la suspension ainsi obtenue. 
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- 31 - Precede selon la revendication 30, caracterise en ce que le (ou les) PA(s) est sous 
forme de suspension ou de solution aqu euse pour le melange avec la suspension colloidale de 
nanoparticules de PO. 

- 32 - Precede de preparation de la formulation selon Tune quelconque des revendications 1 
a 26, caracterise en ce qu'il consiste essentiellement : 

♦ dmettre en oeuvre une poudre d'au moins un polymdre PO, 

♦ a melanger cette poudre avec une suspension ou solution aqueuse d f au moins un 
interferon (et un ou plusieurs autres principe(s) actif(s) eventuels) , de preference 
en solution aqueuse, 

♦ k ajouter eventuellement au moins un excipi ent, 

♦ au besoin a ajuster le pH et/ou l'osmolarite et, 

♦ eventuellement a filtrer la suspension ainsi obtenue. 

- 33 - Precede de preparation de la formulation selon Tune quelconque des revendications 1 
a 26, caracterise en ce qu'il consiste essentiellem ent : 

♦ a mettre en ceuvre une poudre issue du sechage de la formulation liquide selon 
Tune quelconque des revendications 142 6, 

♦ a melanger cette poudre avec un milieu liquide aqueux, preference sous agitation, 

♦ a ajouter eventuellement au moins un excipie nt, 

♦ au besoin a ajuster le pH et/ou 1'osmolarite et, 

♦ eventuellement a filtrer la suspension ainsi obtenue. 

- 34 - Precede de preparation d'une poudre derivee de la formulation selon Vune quelconque 
des revendications 1 a 2 6, caracteris6 en ce que ladite poudre est obtenue par sechage de la 
formulation selon Tune quelconque des revendications 1 a 2 6. 
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